









































We describe  a  novel molecular  convergence  between BMI1  and CHD7  in  the  initiation  of 




model,  respectively. We provide evidence  that DUSP4  repression  is dependent on a more 
accessible chromatin configuration in G4 MB cells with low CHD7 expression. These finding 








Medulloblastomas  (MB)  are  the  most  common  malignant  brain  tumours  of  childhood. 






Gene  expression  profiling  of  large  cohorts  of  MB  has  dissected  this  historically 
monomorphous tumour entity into four distinct molecular subgroups (WNT, SHH, Group 3, 
Group 4) with divergent prognoses and responses to therapy (Taylor et al., 2012). Recently, 
the  heterogeneity within  these  subgroups  has  been  reduced  by  two  independent  studies 
which have defined additional subtypes (Cavalli et al., 2017; Schwalbe et al., 2017). Whilst 
WNT, SHH and Group (G)3 MB are well characterised molecularly and have been shown to 
arise from topographically distinct neural progenitor cells  (reviewed  in  (Leto et al., 2015)), 
little is known about the molecular and cellular mechanisms underpinning the formation of 
G4 MB although it is the most frequent (Ramaswamy et al., 2016).  
Oncogenic  events  affecting  chromatin‐modifying  genes  have  been  described  across  the 
subgroups  (Dubuc  et  al.,  2013),  although different modifications  are  found  in  the  specific 
subgroups  and  their  frequency  varies  (Jones  et  al.,  2013).  Inactivating  mutations  in  the 
histone  demethylase  KDM6A  and  loss‐of‐function  mutations  in  the  Trithorax  gene  MLL3 





raising  the  possibility  that  increased  Polycomb  repression  is  an  important  step  in  the 
pathogenesis of MB and in particular of G4 tumours.  
The Polycomb group protein BMI1 is a potent inducer of neural stem cell self‐renewal and 
neural  progenitor  cell  proliferation  during  development  and  in  adult  tissue  homeostasis 
(Leung et al., 2004). Numerous studies demonstrated that BMI1, which is upregulated in a 
variety  of  cancers,  has  a  positive  correlation with  clinical  grade/stage  and poor  prognosis 
(Glinsky et al., 2005). BMI1 is overexpressed across all MB subgroups with the highest levels 
of expression detected in G4 tumours, followed by G3, SHH and WNT (Behesti et al., 2013). 
The  growth  of  G4  MB  is  dependent  on  BMI1  expression,  as  BMI1  knockdown  results  in 
reduced tumour growth and invasion in a xenograft model (Merve et al., 2014). Also SHH MB 
growth  is  dependent  on  BMI1  expression,  as  demonstrated  by  experimental  genetic 










that  fine‐tunes  developmental  gene  expression  through  modulating  chromatin  structure 






























identified  in  MB  originating  in Math1Bmi1;SB11;T2Onc2,  of  which  7  were  shared  with  a 
published dataset of SB‐induced insertion sites in MB occurring in Ptch1+/‐ mice (Morrissy et 
al.,  2016;  Wu  et  al.,  2012)  (Fig.1C).  Among  the  41  gCISes  identified  in 
Math1Bmi1;SB11;T2Onc2, 27 were found to be significantly (p<0.05) enriched following Bmi1 
overexpression and 3 of these were shared between the two SB‐induced MB models (Fig.1D). 





Zcchc7  were  activating  (Fig.1E).  Chd7  is  an  ATP  dependent  chromatin  remodelling  factor 
(Bajpai  et  al.,  2010), Ptprd  is  a member  of  the  protein  tyrosine  phosphatase  (PTP)  family 
(Pulido et al., 1995) and Zcchc7 is a component of a nucleolar TRAMP‐like complex, an ATP‐
dependent exosome regulatory complex (Lubas et al., 2011). Notably inactivating insertions 





















































































































































































































al.,  2010; Whittaker  et  al.,  2017),  suggesting  that  Bmi1  overexpression  and  Chd7  loss  of 
function cooperate to induce MB. Importantly we show the relevance of this novel molecular 
convergence  for  human  MB.  In  fact,  high  expression  of  BMI1  in  combination  with  low 




discovery.  In  the  context  of  MB,  this  tool  has  been  successfully  used  to  identify  novel 







convergence  in G4 MB because of  the  results of  the mutation analysis  in human  tumours 
indicating  that  genetic  lesions  leading  to  reduced  CHD7  expression  are  found  almost 
exclusively  in  G4  MB  ‐and  never  in  SHH  MB‐  and  because  of  the  negative  prognostic 
correlation of  the BMI1High;CHD7Low  signature  found exclusively  in G4 MB.  Thus, while we 
initially  sought  to model  the  effects  and  consequences  of  BMI1‐overexpression  in  a  SHH‐
model  of MB,  this  forward  genetic  screen uncovered  a  novel,  previously  uncharacterized, 
molecular axis whose signalling modulates the pathogenesis of a proportion of human G4 MB 
instead. Interestingly, there is mounting evidence of a glutamatergic cell of origin for at least 
a  proportion  of  G4 MB,  as  recently  suggested  by  a  computational  reconstruction  of  core 
regulatory circuitry which identified subgroup specific transcription factors (Lin et al., 2016), 
hence highlighting a potential ontogeny  link between  the discovery  tool we used and  the 
molecular  signature  we  have  identified.  Further  studies  in  genetically  engineered  mouse 
models will be confirm or dispute this hypothesis. 
We  have  used  primary  G4  MB  cells  to  dissect  the  contribution  of  CHD7  to 
tumourigenesis,  both  in  vitro  and  in  vivo  in  a  xenograft  model.  We  show  deregulated 
expression of neural differentiation markers upon silencing of CHD7,  an effect which  is  in 
keeping with a pro‐neurogenic role of CHD7 as previously described (Feng et al., 2013; Jones 
et al., 2015). Genome‐wide analysis of gene expression upon CHD7 silencing reveals many 
more  upregulated  genes  as  compared  to  downregulated  genes,  in  keeping  with  CHD7 
functioning as a repressor in our experimental setting. This is in agreement with a reported 






known  to  lead  to  gene  activation  (Engelen  et  al.,  2011).  Sox4  and  11  are  also  unlikely  to 












al.,  2017)  and  it  provides  support  to  the  notion  that  PcG‐mediated  gene  repression  is 
counteracted by a compacted chromatin configuration induced by CHD7 in G4 MB cells. Our 















regulatory  loop  in  the  G4  MB  lines  analysed.  Finally,  silencing  CHD7  in  human  neural 
progenitor cells expressing high levels of BMI1, induced overactivation of the ERK pathway 






are currently being  trialled. Our  findings extend the current knowledge of  the  role of  two 
essential chromatin modifiers, BMI1 and CHD7, in MB pathogenesis and raise the possibility 
that pharmacological targeting of BMI1 may be particularly  indicated  in a subgroup of MB 

















































































































































































































































Figure  1  Identification  of  oncogenic  events  cooperating  with  Bmi1  to  promote  MB 
development using the Sleeping Beauty (SB) Transposon System.   
A:  Kaplan‐Meier  survival  analysis  and  summary  of  animal  models  used  to  assess  the 
contributions of Bmi1  to MB development.  The addition of Bmi1 overexpression  to  SB11; 
T2Onc2  led  to  increased  MB  formation.  B:  Histology  shows  morphological  (H&E)  and 
immunohistochemical  (Synaptophysin)  features  of  MB  in  Math1‐Bmi1;  SB11;  T2Onc2  C: 
Comparison of  recurrent SB‐insertions  identified  in Math1‐Bmi1; SB11; T2Onc2 with those 
identified  in  Ptch1+/‐  ;  SB11;  T2Onc2  mice  (Morrissy  et  al.,  2016),  highlighted  CHD7  as  a 
recurrent clonal insertion. D: Bar graph representation of recurrent SB‐insertions in Math1‐








A:  Graphical  representation  of  the  percentage  of  MB  with  CHD7  single  copy  loss  across 
subgroups with enrichment in G4. B: CHD7 mutational analysis across molecular subgroups. 
C:  Graphical  representation  of  the  mutational  inactivating  events  that  affect  CHD7  D‐E: 
Kaplan‐Meier survival analysis demonstrates that tumours with a BMI1High;CHD7Low signature 
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UK. Packaging,  virus production and determination of  titre were  carried out as previously 
reported  (Merve  et  al.,  2014).  Cells  were  infected  overnight  at  a multiplicity  of  infection 






seeded  in  24‐well  plates  at  the  same  density.    For  the  following  10  days,  cells  were 
harvested at  specific  time points  (1,  2,  3,  6  and 10 days)  and  the number of proliferating 
cells  was  counted  with  a  hemocytometer  and  Trypan  Blue  staining.  Experiments  were 
carried out at least two times in triplicate.  
EdU staining 
The  Click‐iT®  EdU  Alexa  Fluor®  594  Imaging  Kit  (ThermoFisher)  was  used  to  assess  EdU 
incorporation  following  manufacturer  recommendations.  Briefly,  transduced  cells  were 
seeded on coated coverslips  in  triplicates,  treated with 10µM of EdU solution  for 3 hours 
and  then  fixed  in  4%  paraformaldehyde  (PFA).  Cells  were  then  washed,  blocked  and 
incubated with Click‐iT® reaction cocktails containing Alexa Fluor® azide. Rabbit polyclonal 





Human  fetal  brains  were  obtained  from  consenting  patients,  as  approved  by  Hamilton 
Health  Sciences/McMaster  Research  Ethics  Board.  Samples  were  dissociated  in  PBS 
containing  0.2 Wunisch  unit/mL  Liberase  Blendzyme  (Roche),  and  incubated  at  37oC  in  a 
shaker for 15 min. The dissociated tissue was then filtered through 70μm cell strainer and 
collected by centrifugation at 1500 rpm for 3 min. Neural stem cells were resuspended  in 
Neurocult  complete  media,  (STEMCELL  Technologies),  supplemented  with  human 
recombinant epidermal  growth  factor  (20ng/mL:  STEMCELL Technologies),  basic  fibroblast 
growth  factor  (20ng/mL;  STEMCELL  Technologies),  antibiotic‐antimycotic  (10mg/mL; 
Wisent),  and  plated  in  ultra‐low  attachment  plates  (Corning).  Red  cells  were  lysed  using 
ammonium  chloride  solution  (STEMCELL  Technologies).  Neural  stem  cells  were  grown  in 





NSCs  were  plated  onto  24  well  PL  plates  at  a  density  of  2.0x105  cells  per  well  for 
transduction with appropriate viruses. The cells were incubated in 37oC for 24 hours and the 
media was changed completely. Thereafter, the cells were incubated further in 37oC for 48 
hours.  The  transduced  cells  were  selected  with  the  addition  of  1ug/mL  puromycin  in 
Neurocult  complete  media.  The  remaining  cells  after  puromycin  selection,  were  then 
propagated  further  and  replated  if  necessary.    Transduced  NSC  were  dissociated  and 
adjusted  to  1  million  single  cells/mL  in  PBS+2mM  EDTA.  Samples  were  analysed  and/or 
sorted  using  a MoFlo  XDP  cell  sorter  and  Kaluza  software  (Beckman  Coulter).  Dead  cells 
excluded  using  the  viability  dye  7‐AAD  (1:10;  Beckman  Coulter).  Cells  were  sorted  into 
Neurocult  complete  media  and  allowed  to  equilibrate  at  37oC  overnight  prior  to  use  in 
experiments and replating onto PL plates. 
RNA extraction and qRT‐PCR analysis 
Total  RNA was  isolated  from  cell  pellets  with  RNeasy Micro  purification  kit  (Qiagen)  and 
digested with DNaseI (Applied Biosystems). 8 to 12 xenograft frozen sections were used to 
extract  total  RNA  by  the  proteinase  K/acid  phenol  method  (Khodosevich  et  al.,  2007) 
followed  by  digestion  with  DNaseI.  Total  RNA  from  formalin‐fixed,  paraffin‐embedded 
(FFPE) samples was isolated with the FFPE RNA/DNA Purification Plus Kit (Norgen Biotek). 4 
sections  of  20  m  of  thickness  were  used  for  each  sample  and  DNaseI  digestion  was 
performed according to manufacturer instructions. The cDNA synthesis was carried out with 
SuperScript  III  Reverse  Transcriptase  Kit  (Invitrogen).  Analysis  of  gene  expression  was 
performed with  the  Applied  Biosystems  7500  Real‐Time  PCR  System  using  TaqMan  gene 
expression  MasterMix  (Applied  Biosystems)  and  SYBR  Green  PCR  Master  Mix  (Applied 


























IHC was conducted on FFPE or  frozen  sections of  xenografts  tumors  (tissue  fixed with 4% 
PFA and embedded in OCT) either manually or with an automated Ventana Discovery XT.  
Manual  IHC:  Briefly,  FFPE  sections  were  dewaxed  with  xylene  and  hydrated  with  graded 
alcohol  series.  Heat‐induced  antigen  unmasking  was  performed  with  Antigen  Unmasking 
Solution, citrate‐based (Vector) and endogenous peroxidase activity was quenched with 3% 
H2O2 solution. Sections were treated with 10% Normal Donkey Serum to block non‐specific 
binding  sites  and  incubated overnight with primary antibodies  at  4oC.  Sections were  then 





Automated  IHC:  Paraffin  embedding,  coronal  sectioning  of  3‐µm  and  staining  for 
haematoxylin and eosin, synaptophysin and human vimentin were performed by UCL IQPath 
(Institute of Neurology,  London, UK).  Immunostaining was done on Ventana Discovery XT 
instrument  an  automated  staining  machines  (ROCHE,  Burgess  Hill,  UK)  following  the 
manufacturer's  guidelines,  using  horseradish‐peroxidase‐conjugated  streptavidin  complex 
and diaminobenzidine as a chromogen. The following antibodies were used for histological 
characterisation: synaptophysin (Invitrogen 080130, prediluted), KI67 and human vimentin 
(Roche 790‐2917, prediluted). 
Immunofluorescence analyses 
Immunofluorescence analyses were conducted on Icb1299 cells and frozen tissue sections 
from xenograft tumours. Icb1299 cells, cultured on Poly‐lysine (PLL) coated coverslips, were 
fixed using 4% PFA. Cells and freshly frozen tissue sections (xenografts fixed with 4% PFA 
and embedded in OCT) were treated with 10% Normal Goat Serum, followed by incubation 
with primary antibodies overnight at 4oC. Appropriate secondary antibodies (1:500, 
Invitrogen) were used. The samples were counterstained with DAPI. The following primary 
antibody were used: mouse monoclonal anti‐mCherry (1:200, ab125096, abcam); rabbit 
monoclonal anti‐phospho‐p44/42 MAPK (1:100, D13.14.4E, Cell Signaling); chicken 
polyclonal anti‐GFP (1:500, ab13970, abcam).  
Western blot analysis 
Transduced patient‐derived cells were lysed for 30 minutes on ice using RIPA lysis buffer 
supplemented with 2mM PMSF, 1mM sodium orthovanadate and protease inhibitor cocktail 
(PIC) (RIPA Lysis Buffer System, Santa Cruz) followed by 3 pulses of sonication. Frozen tissue 
was extensively washed with cold PBS supplemented with PIC to dissolve OCT before lysis in 
RIPA buffer.   
Nuclear and cytoplasmic fractions of transduced cells were obtained with two different lysis 
buffers. Briefly cells were harvested in Buffer A (10 mM HEPES pH 7.9, 10 mM KCl, 0.1 mM 
EDTA, 0.15% Nonidet P40(NP40) and 0.1 mM EGTA) supplemented with 1 mM DTT and PIC. 
Cells were homogenized through a 26G needle, nuclei were isolated by centrifugation and 
the supernatant (cytoplasmic fraction) was collected. Nuclei were washed quickly with ice‐
cold PBS, suspended in Buffer B (20 mM HEPES pH 7.9, 400 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM 
EGTA and 0,5% NP 40) supplemented with 1 mM DTT and PIC and lysed by sonication. 
Protein concentration was determined using BCA Protein Assay Kit (Pierce). Equal amounts 
of protein were separated by SDS‐PAGE and transferred onto nitrocellulose membrane 
(Amersham). After transfer, the membrane was blocked for one hour at room temperature 
in 5% skimmed milk in TBST buffer (25 mMTrisHCl, 137 mMNaCl, 0.1% Tween 20, pH 7.5) 
and probed with different antibodies.  Incubation with primary antibody was performed 
overnight at 4oC followed by appropriate secondary HRP‐ conjugated antibodies (anti‐rabbit 
IgG or anti‐mouse IgG, 1:5000, Amersham) for one hour at room temperature. Enhanced 
chemoluminescence (ECL Plus, Amersham) was used for detection of the bands. The 
following primary antibodies were used: mouse monoclonal anti‐BMI1 (1:1000, clone AF27, 
Active Motif), anti‐GAPDH (1:1000, G8795, Sigma), anti‐mCherry (1:1000, ab125096, 
abcam), anti α‐tubulin (1:5000, clone DM1A, Sigma) and anti‐Vinculin (1:5000, V4505, 
Sigma); rabbit monoclonal anti‐p44/42 MAPK (1:1000, 137F5, Cell Signaling) and anti‐
phospho‐p44/42 MAPK (1:1000, D13.14.4E, Cell Signaling); rabbit polyclonal anti ‐tubulin 
(1:4000, ab6046, abcam), anti‐CHD7 (1:500, ab117522, abcam), anti‐DUSP4 (1:500, 
ab72593, abcam) and anti‐HA (1:1000, ab9110, abcam); goat polyclonal anti‐Lamin B 
(1:5000, sc‐6216, Santa Cruz).  
Assay for Transposase‐Accessible Chromatin (ATAC) 
Intact nuclei were extracted from freshly isolated cells (50,000) of each condition (Ctr, 
shCHD7, shBMI1, shCHD7;BMI1) and ATAC libraries were produced as previously described 
(Buenrostro et al., 2013). Three independent biological replicates were used for each 
condition.  
qPCR analyses were performed on a Stratagene Mx3000P thermal cycler (Agilent 
Technologies) using PrecisionPlus 2X Mastermix (Primerdesign) following the 
manufacturer’s guidelines. The following primer pairs were used: 
FW1: GAAGAGGCGGACCCAGCGGT, Rev1: TTCCTGCCGGTCATCTCGCTT (KAT6B); 
FW2: GCGAGGAAGAGAAGAGAACCCG, Rev2: GCTCCGACTGCTATGTGACCG (433‐259 down); 
FW3: AAAGGAAATAGCCGGCTGAGGA, Rev3: AGTCTGGGGCTAGGAGGTGT (404‐576 up); 
FW4: AGGACTCGCTCGCAGTTTCG, Rev4: AAGGTCTCGGAAGTGGAGGCTC (1270 – 1509 up). 
Technical triplicates for each sample were analysed. The Ct values of all experimental primer 
pairs were normalised against the Ct value of a control locus where DNA accessibility is 
known to be constitutively high (KAT6B), and then expressed as a percentage of the control 
group, with control being 100%. 
Gene expression analysis of cell line BMI1 / CHD7 knockdowns 
RNA sequencing was performed using the Illumina HiSeq2000 platform with poly(A) 
enrichment and paired end reads. Two biological replicates of the following conditions were 
used: Ctrl, shBMI1, shCHD7, shCHD7;shBMI1. Between 40 and 60 million reads were 
obtained in all cases. Illumina’s BaseSpace was used to perform TopHat  (Trapnell et al., 
2009) alignments of all reads, and to run CuffLinks (Trapnell et al., 2010) for gene expression 
estimation followed by differential expression analysis. Log2 fold changes between 
conditions (Ctrl vs shBMI1, Ctrl vs shCHD7 and Ctrl vs shCHD7;shBMI1)  were determined 
and genes differentially expressed in the replicates were determined as having a log2 fold 
change > +/‐ 0.5, and those with a p‐value < 0.05 were further analysed. 
Gene expression analysis of BMI1High;CHD7Low patients 
A z‐score for BMI1 and CHD7 gene expression was produced for all patients in the cohort 
(Cho et al., 2011). Patients were classified as having a BMI1High;CHD7Low signature if the 
BMI1 z‐score was >0.2 and if the CHD7 z‐score was <‐0.2. The mean expression of every 
gene for patients in the BMI1High;CHD7Low group vs the remaining group of patients was 
determined in order to evaluate differential expression. A permutation test was performed 
(n=1000) to assign a p‐value for the observed difference in expression. Differentially 
expressed genes were cross‐referenced with differentially expressed genes in the shCHD7 
cells vs shCHD7;shBMI1 cells. Genes that agreed as being either upregulated or 
downregulated in both cohorts, and were significant in both cohorts (p<0.05) were 
shortlisted for further analysis. 
Bioinformatic analyses 
Pre‐processing gene expression data from microarrays 
Microarray data were subjected to the same pre‐processing steps in all cases. Raw 
microarray data were first normalised using the RMA transformation (Irizarry et al., 2003) 
then the probe set annotation for the appropriate platform was used to assign probe sets to 
genes. Where multiple probe sets matched a single gene, the maximum value was used. 
Pre‐processing gene expression data from RNA sequencing 
The three primary MB lines considered in this study (ICb1299, ICb1595 and CHLA‐01‐Med), 
in addition to the ICb1299 lentiviral knockdown conditions, were characterised by RNA 
sequencing. The raw data were manually checked with FastQC (Babraham Institute) to 
ensure that the reads were of sufficient quality and that no adapter sequences were found. 
The ICb1299 conditions were aligned to the Ensembl human reference genome GRCh38 
using HISAT2 (Kim et al., 2015) followed by processing with featureCounts (Liao et al., 2014) 
to obtain gene counts. In the case of ICb1595 and CHLA‐01‐Med we used STAR (Dobin et al., 
2013) to align to the same reference genome and obtain gene counts simultaneously. 
Principal component analysis 
Fig 3A shows the result of applying principal component analysis (PCA) to a published 
microarray dataset comprising 73 MB samples that have previously been classified by 
subgroup (Robinson et al., 2012) and the three cell lines described in this study (ICb1299, 
ICb1595, CHLA‐01‐Med). 
To facilitate a consistent comparison across different gene expression measurement 
platforms, we first applied the YuGene transformation (Le Cao et al., 2014) to the Robinson 
microarray data. We then computed the PCA transformation, retaining the top 3 
components. Subgroup centroids in the three‐dimensional PCA coordinate system were 
calculated by assuming that the data follow a multivariate Gaussian mixture model and 
computing the ellipsoid enclosing 99% of the density. 
We applied the same PCA transformation to YuGene‐transformed gene count data obtained 
from RNA sequencing performed on the three MB cell lines included in this study. The 
ICb1595 sample is readily identifiable as belonging to G3. ICb1299 and CHLA‐01‐Med both 
fall within the boundary region between subgroups G3 and G4. 
Unsupervised hierarchical clustering 
As an additional verification of the molecular identity of the lines ICb1299 and ICb1595 we 
performed unsupervised hierarchical clustering of the tumour tissue and early passage gene 
expression data from these samples (Zhao et al., 2012)  together with the Robinson cohort 
(Robinson et al., 2012) and the ICb1299, ICb1595 and CHLA‐01‐Med cell lines from this study 
(Fig. S3A). The Robinson and Zhao microarray data were prepared as previously described. 
Following the addition of a small offset value of 10  to the TPM values of the RNASeq‐
derived gene counts, the values were log2 transformed. Clustering was performed using the 
100 genes identified by Northcott et al. as being highly differentially expressed between 
medulloblastoma subgroups (Northcott et al., 2012). 
Gene expression heatmaps 
Fig. S3C shows gene expression data from the knockdowns in the current study and nine 
healthy adult cerebellum samples, obtained from the Allen Human Brain Atlas (AHBA) 
(Hawrylycz et al., 2012). Following the addition of a small offset value of 10  to the TPM 
values, both datasets were log2 transformed. The data were standardised by subtracting the 
AHBA sample mean and dividing by the AHBA sample standard deviation for each gene. We 
display gene expression values corresponding to 50 genes previously implicated in 
medulloblastoma G3 and G4 membership (Northcott et al., 2012). 
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